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деления оказался менее 5%, а опытных проб (при 
концентрации ДНК 100 нг/мл) – менее 7%, что сви-
детельствует о хорошей воспроизводимости пред-
лагаемой методики. 
С помощью разработанного нами способа была 
проведена начальная экспресс-оценка содержания 
ДНК в различных многокомпонентных биологиче-
ских средах (сыворотка, суставная жидкость, ми-
кробная биопленка). Предварительные результаты 
подтверждают возможность использования данно-
го метода для решения подобных задач.
Выводы. Разработана планшетная микромо-
дификация флюоресцентного метода определения 
ДНК с возможностью количественного учета  ре-
зультатов исследования методом анализа изобра-
жений. При этом методика учета реакции не тре-
бует специализированного флюориметрического 
оборудования.
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Актуальность. Хроническая алкогольная ин-
токсикация вызывает серьезные функциональные 
и патологические отклонения во многих органах, 
особенно в сердце, печени, легких, головном мозге. 
Биотрансформация экзогенного этанола начинает-
ся в клетках слизистой оболочки рта и протекает во 
многих органах и тканях.  Первый этап превращения 
этанола заключается в  окислении этанола до этаналя 
с помощью NAD-зависимого цинксодержащего фер-
мента алкогольдегидрогеназы, второй этап – окис-
ление этанола до ацетата – осуществляется при уча-
стии NAD-зависимой альдегиддегидрогеназы. Далее 
фермент ацетил-СоА-синтетаза при участии АТР и 
СоАSH катализирует превращение ацетата в ацетил-
СоА, последний может поступать в цикл трикарбоно-
вых кислот либо принимать участие в синтезе жир-
ных кислот, холестерина и стероидных гормонов. В 
процессе  биотрансформации этанола используется 
окисленный NAD+, с образованием восстановленно-
го NAD·Н, что приводит к нарушению соотношения 
коферментов окислительно-восстановительных фер-
ментов дегидрогеназ.  Дефицит NAD+ сопровожда-
ется замедлением гликолиза, цикла трикарбоновых 
кислот и β-окисления высших жирных кислот.
Хроническая алкогольная интоксикация  ведет 
к понижению скорости второго этапа биотранс-
формации этанола – окисления этаналя до ацетата. 
Этаналь нарушает функции печени, приводит к на-
коплению в крови жирных кислот, глицерина, пиру-
вата и лактата, что сопровождается развитием ме-
таболического ацидоза. Хроническое повреждение 
печени оказывает влияние на обмен углеводов. При 
длительном потреблении этанола наблюдается угне-
тение процессов глюконеогенеза, запасы гликогена 
истощаются, наблюдается гипогликемия [1].
Ферменты глюконеогенеза сосредоточены пре-
имущественно в печени и почках, причем вклад 
последних в синтез глюкозы в 10 раз меньше из-за 
небольших размеров этих органов. Кроме того, глю-
конеогенез протекает в тонком отделе кишечника. 
Глюкоза синтезируется из пирувата с образованием 
тех же промежуточных продуктов, что и при глико-
лизе. Однако, среди реакций гликолиза существуют 
три термодинамически необратимых этапа, которые 
катализируются ферментами пируваткиназой, фос-
фофруктокиназой и гексокиназой. Чтобы обойти 
эти три необратимые этапа гликолиза, в глюконе-
огенез включаются четыре фермента, не принима-
ющие участие в гликолизе: пируваткарбоксилаза, 
фосфоенолпируваткарбоксикиназа, фруктозо-
1,6-бисфосфатаза (Ф-1,6-бис-Ф-аза) и глюкозо-6-
фосфатаза (Г-6-Ф-аза). В связи с вышеизложенным, 
изучение активности ферментов глюконеогенеза 
при хроническом потреблении этанола является 
актуальным для выяснения молекулярных механиз-
мов его токсического действия.
Цель. Изучить активность ферментов, катали-
зирующих  два необратимых этапа  глюконеогене-
за: фруктозо-1,6-бисфосфатазы (D-фруктозо-1,6-
бисфосфат 1-фосфогидролаза, КФ 3.1.3.11) и глюкозо-
6-фосфатазы (D-глюкозо-6-фосфат фосфогидролаза, 
КФ 3.1.3.9), а также активность фермента одного об-
ратимого этапа - глюкозофосфат-изомеразы (ГФИ) 
(D-глюкозо-6-фосфат кетол-изомераза, КФ 5.3.1.9) 
в тонком отделе кишечника крыс при полупринуди-
тельной хронической алкогольной интоксикации. 
Материал и методы. Опыты проводили на сам-
цах крыс линии Wistar массой тела 250-300 грамм, 
содержащихся на нормированном рационе в усло-
виях вивария. Животным опытной группы в тече-
ние 4 месяцев спаивали через поилки 30% раствор 
этанола вместо  воды. Животные контрольной груп-
пы получали дистиллированную воду. Забой живот-
ных проводили сразу после последнего потребления 
этанола (группа 1) и  через 24 часа после отмены 
этанола (группа 2). Концентрацию этанола в крови 
определяли на газовом хроматографе с пламенно-
ионизационным детектором. Кишечник извлекали, 
промывали физраствором и гомогенизировали в 
0,05М трис-HCl-буфере рН 7,4 в соотношении ткани 
к буферу 1:50. Активность Г-6-Ф-азы  и Ф-1,6-бис-
Ф-азы определяли по интенсивности отщепления 
неорганического фосфата от глюкозо-6-фосфата 
и фруктозо-1,6-бисфосфата, соответственно. Кон-
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центрацию неорганического фосфата определяли 
по методу Фиске-Суббороу в модификации Ю.М. 
Островского [2]. Активность ГФИ определяли по 
методу Bruns и Hinsberg [3]. Активность фермен-
тов выражали в нмоль неорганического фосфата на 
грамм ткани (нмоль·г-1).   
Результаты и обсуждение. Потребление этанола 
крысами в течение 4-х месяцев вызвало изменение 
активности ферментов глюконеогенеза в тонком 
отделе кишечника крыс. В гомогенатах тонкого от-
дела кишечника контрольной  группы крыс нами 
выявлена активность  Ф-1,6-бис-Ф-азы 12,25 ± 0,66 
нмоль·г-1 (табл.1). Ингибирование Ф-1,6-бис-Ф-азы 
в 1-й опытной группе составило 30,6% (Р<0,001), во 
2-й опытной – 34,6% (Р< 0,001). Ингибирование ГФИ 
в 1-й опытной группе составило 38,1% (Р< 0,001), во 
2-й опытной – 44,0% (Р< 0,001). В более высокой сте-
пени происходило ингибирование Г-6-Ф-азы. Так, в 
1-й опытной группе ингибирование ее активности 
составило 51,7% (Р< 0,001), а во 2-й опытной группе 
- 57,7% и 36,1% (Р< 0,001).
 Соотношение активностей  Ф-1,6-бис-Ф-аза/
ГФИ под действием этанола в тонком отделе кишеч-
ника крыс возрастало, а коэффициенты соотноше-
ния активности ферментов Г-6-Ф-аза/ГФИ и Ф-1,6-
бис-Ф-аза/ Г-6-Ф-аза снижались (табл.2).
Анализ полученных экспериментальных данных 
свидетельствует о том, что изменение соотношения 
активностей изучаемых ферментов в тонком отделе 
кишечника крыс под влиянием этанола происходи-
ло, главным образом, в результате более сильного 
ингибирования Г-6-Ф-азы. Данный фермент ката-
лизирует реакцию гидролиза глюкозо-6-фосфата. 
Выход глюкозы из клеток в кровь возможен только 
после ее дефосфорилирования. В результате сниже-
ния активности Г-6-Ф-азы глюкозо-6-фосфат, син-
тезированный в процессе глюконеогенеза, оказы-
вается запертым в клетках и вынужден включаться 
в другие реакции, например, в реакцию изомериза-
ции во фруктозо-6-фосфат под действием ГФИ, что 
способствует смещению равновесия и направлению 
избытка образованного фруктозо-6-фосфата по 
гликолитическому пути через фосфофруктокиназ-
ную реакцию. В пользу этого предположения сви-
детельствует тот факт, что ГФИ менее подвержена 
ингибирующему действию этанола по сравнению с 
Г-6-Ф-азой.
Выводы
1. Полупринудительная хроническая алкоголь-
ная интоксикация в течение 4 месяцев нарушает 
течение процессов глюконеогенеза в тонком отделе 
кишечника  крыс. 
2. При использовании модели полупринудитель-
ной хронической алкогольной интоксикации инги-
бирование активности Г-6-Ф-азы было более значи-
тельным по сравнению с Ф-1,6-бис-Ф-азой и ГФИ.
3. Более значительное угнетение активности 
Г-6-Фазы, которая катализирует необратимый этап 
глюконеогенеза и отвечает за выход свободной глю-
козы из клеток в кровь, может являться одним из 
механизмов развития гипогликемии при хрониче-
ской алкогольной интоксикации.
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Фермент Группы
Контрольная 1-я опытная 2-я опытная 
М ± m М ± m Р М ± m Р
Ф-1,6-бис-Ф-аза 12,25 ± 0,66 8,50 ± 1,11 < 0,001 8,01 ± 1,10 < 0,001
ГФИ 5,43 ± 0,51 3,36 ± 0,26 < 0,001 3,04±0,27 < 0,001
Г -6-Ф-аза 11,83 ± 0,56 5,71 ± 0,32 < 0,001 5,01 ± 0,78 < 0,001
Таблица 1. Активность Ф-1,6-бис-Ф-азы,  Г -6-Ф-азы и ГФИ (нмоль · г-1) в тонком отделе кишечника 
крыс при полупринудительной алкогольной интоксикации.
Таблица 2. Соотношение активностей ферментов тонкого отдела кишечника крыс при 
полупринудительной алкогольной интоксикации.
Группы Ф-1,6-бис-Ф-аза / ГФИ Г-6-Ф-аза / ГФИ Ф-1,6-бис-Ф-аза/ Г-6-Ф-аза
контрольная 2,25 2,18 1,03
1-я опытная 2,53 1,70 1,07
2-я опытная 2,63 1,64 1,59
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Актуальность. Установлено, что первой, отно- сительно неспецифичной, реакцией генома в ответ 
